
Spectroscopy    生体物質構造学Ⅱ 

Ｉ 金属タンパク質のラマン分光解析  

Raman spectroscopic analysis of metalloproteins 

久保 稔・柳澤幸子・山田大智・北川禎三

Kubo, M., Yanagisawa, S., Kitagawa, T. 

当講座では、共鳴ラマン分光法を用いて金属タンパク質の機能メカニズムを研究している。

特にミトコンドリアで好気呼吸酵素として働いているチトクロム c 酸化酵素（CcO）の機

構解明に力を入れている。CcO は、ヘム Fe と Cu を含む活性中心で O2 を H2O にまで還元

するとともに、それと共役してプロトンをポンプする膜タンパク質である。本年度は、CcO

の分子表面に結合し、アロステリックに作用する小分子（阻害剤）の作用機序を解明した。

さらに、CcO の活性をアロステリックに上昇させる 2 つのタンパク質（Higd1a, CHCHD2）

の作用機序解明を進めている。また、共同利用機器センターの共同研究として実施した金

属タンパク質やモデル錯体のラマン分光解析 2 件を論文発表した（J. Am. Chem. Soc. 及

び Angew. Chem. Int. Ed.掲載）。  

Ⅱ タンパク質の SACLA 時間分解構造解析 

Time-resolved structural analysis of proteins using SACLA 

久保 稔・柳澤幸子・山田大智・長尾 聡  

Kubo, M., Yanagisawa, S., Yamada, D., Nagao S. 

SACLA を用いた時間分解結晶構造解析は、タンパク質の動きを原子レベルで可視化する新

しい手法であり、当講座は世界に先駆けてこの手法を活用してきた。特にケージド基質を

用いた計測手法を開拓し、ヘム酵素（NO 還元酵素、チトクロム P450、CcO）に応用して

いる。ケージド NO を用いた NO 還元酵素の中間体構造解析は構造精密化を終え、後述の

時間分解分光解析とあわせて論文投稿中である。一方、チトクロム P450 と CcO の系は、

引き続きケージド O2 を用いた中間体微結晶の生成方法を検討している。その他、新規ロド

プシン類の時間分解結晶構造解析を進めているが、本年度は光遺伝学ツールであるチャネ

ルロドプシンの構造変化観測に成功し、機能メカニズムを論文にまとめた（eLife 掲載）。

Ⅲ 酵素反応の時間分解分光解析  

Time-resolved vibrational analysis of enzymatic reactions 

久保 稔・柳澤幸子・山田大智・長尾 聡  
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Kubo, M., Yanagisawa, S., Yamada, D. 

 

当講座では、ケージド化合物を用いた光誘起時間分解ラマン・赤外分光装置やストップト

フローラマン分光装置を立ち上げ、さまざまな酵素の反応機構を研究している。特にヘム

酵素（Trp 代謝酵素、CcO、NO 還元酵素）とフラビン酵素（DNA 光修復酵素）の反応解

析に力を入れている。本年度はケージド NO を用いた 2 つの NO 還元酵素（カビと緑膿菌

の酵素）の反応機構研究を論文にまとめた（PNAS 改訂中および Bull. Chem. Soc. Japan

掲載）。特にカビの NO 還元酵素の研究では、微結晶試料を扱える顕微時間分解 FTIR 装置

を新たに開発し、SACLA 時間分解構造解析と時間分解赤外分光をあわせて、中間体の構造

および電子状態を決定した。まさに“ダイナミックピコバイオロジー”を推進した。また、

DNA 光修復酵素（6-4 フォトリアーゼ）の研究において大きな進展が見られた。鍵となる

中間体を時間分解紫外吸収分光で捉えたことは前年度に報告したが、本年度は時間分解赤

外分光で捉えることに成功した。今後さらなる解析を通して中間体の化学構造を解明し、

反応機構の決定を目指す。  

 

Ⅳ 膜タンパク質の構造機能解析に向けた表面増強  

赤外分光装置の開発  

Development of the SEIRAS system for functional analysis of 

 membrane proteins 

 

久保 稔・山田大智  

Kubo, M., Yamada, D. 

 

膜タンパク質の構造解析と機能解析を同時に行える表面増強赤外分光装置を開発している。

この装置では、His タグを付加した膜タンパク質を Ni-NTA を化学修飾した金表面に固定

化し、表面敏感な赤外分光測定を実現する。前年度は金薄膜の形成に成功したが、本年度

は金表面への Ni-NTA の化学修飾に成功した。今後生体試料（温度依存性 TRP チャネル）

の測定を進める。  
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